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Cffij An a- amylase [9000-90-2] inhibitor, specific 

for pancreas and saliva cc-amylase, is extracted from bean ( 
Phaseolus vulgaris) seeds or whole plants, using dilute 
mineral acids. The inhibitor can be used in the therapy of obesity, 
diabetes, and atherosclerosis, due to its inhibition of the digestion of 
dietary starch [9005-25-8] . Thus, the inhibitor was extracted from dried 
bean seeds with 0.01M H2S04. The extract was heated to 70° and 
centrifuged at 10,000 g. The supernatant was dialyzed, and the 40-65% 
(NH4)2S04 fraction of the retentate was dialyzed and further 
purified by mol. sieve chromatog. on Acrylex P 100. 
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BASIC-ABSTRACT: 



A new amylase inhibitor (I) of polypeptide character has high activity against 
amylase from saliva or the pancreas, but does not inhibit alpha-amylase from 
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquef aciens or Aspergillus oryzae. (I) is obtd. 
from Phaseolus vulgaris 

(I) is pref . prepd. by extracting bean-flour (from the seeds or green fruit) with 
1.5-7 pts. wt. of 0.001-0.02 N aq. H2S04, centrif uging, heating the liq. 10-30 min. 
at 65-80 degrees C, centrifuging again, dialysing and isolating (I) by 
lyophilisation. 

(I) reduces starch formation from carbohydrate-rich foodstuffs and can therefore be 
used in the treatment of adipositas, atherosilerosis, diabetes and prediabetes. 
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Patentanspriiche 

Amylase-Inhibitor von Polypeptidcharaftter aus Phaseolus 
vulcraris mit hoher Aktivitiit gegcn Pankreas- und Sp^ichel- 
Amylase, der ^-Amylase aus 3acillus subtilis , Bacillu3 
amvlolicruefaciens und Aspergillus orysae nicht heimnt. 

2) Verfahren zur Piers tellung des Amylase-Inhibitors nach 
Anspruch 1) dadurch gelcennzeichnet, da? Bohneninehl mit 
v/usserigen Sauren extrahiert und dor Amylase-Inhibitor 
aus dem Extralct nach an sich bekannten Kethoden isoliert 
wird. 



3) Verfahren zur Hers tellung des Amylase-Inhibitors nach 
Anspruch 1) dadurch gekennzeichnet, dap Bohnenraehl mit 
1,5-7 Gewichtsteilen 0,001 - 0,02 11 wasseriger Schv/efel- 
saure extrahiert v/ird, das Sxtrakt nach Zentrifugieren 
10 - 30 Minuten auf 65 - 80 °C erwarmt wird, nach Zentri- 
fugieren dialysiert und durch Lyophilisieren isoliert v/ird. 



4) Yorwondung doo Amylaoo - Inhibitorc n ac h Anspruoh 

Hemmung oder Verzogerung flr*- ¥ea ■l.iH'HlT^^rnTr.StHrlrr und 
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In der Natur sind hochmolekulare Hemmstoffe hydrolytischer 
Enzyme weit verbreitet. Solche Inhibitoren sind raeist Proteine, 
die selektiv einzelne Snzyme hemmen. Am besten bekannt sind 
heute Inhibitorproteine proteolytischer Enzyme. Inhibitoren 
anderer hydrolytischer Enzyme sind bisher weit weniger detailliert 
untersucht worden als die Proteinase-Inhibitoren. Eine Ausnahme 
bilden die a-Amylase-Inhibitoren aus Pflanzen, deren Existenz 
schon lange bekannt ist, die aber erst in den letzten Jahren 
intensiver erforscht \*urden. In der DOS 2003934 wird ein 
a-Amylase-Inhibitor aus Weizen beschrieben und beansprucht. 

Es wurde nun gefunden, dap sich mit wasserigen, verdiinnten 
Sauren, vorzugsweise wasserigen verdiinnten MineralsSuren, wie 
HCl, H 2 S0 4 oder H 3 P0 4# oder vor allem bei sauren pH-Werten, aus 
Bohnen (Bohnenmehl, Phaseolus vulgaris ) ein hochaktiver Inhibitor 
der Amylase aus Pankreas oder Speichel in hohen Ausbeuten 
extrahieren und in einfacher Weise rein darstellen lapt. Der 
Grad der Hemmung der beiden Amylasen durch den Inhibitor ist 
identisch. Der Inhibitor zeigt keine Wirkung gegen die Amylase 
aus folgenden Quellen: a-Amylase aus den Bakterien Bacillus 
subtilis und Bacillus amyloliguef aciens sowie a-Amylase aus dem 
Pilz Aspergillus oryzae « 

In verschiedenen Bohnenarten ( Phaseolus vulgaris ) ist Inhibitor- 
aktivitat gegen a-Amylase enthalten. Diese Aktivitat ist nicht 
nur aus den Samen, sondern auch aus griinen Friichten extrahierbar. 

Der Inhibitor ist farblos und lost sich gut in Wasser, verdiinnten 
Sauren und Laugen. Der Inhibitor wird durch Dialyse nicht ver- 
andert, besitzt ein Molekulargewicht von etwa 64 000 und wird 
durch Proteinasen langsam inaktiviert. Wasser ige Losungen des 
Inhibitors sind zwischen pH 1 und pH 8 bei Zimmertemperatur 
und bis zu etwa 80 °C relativ stabil. Erhitzen einer wasserigen 
Losung auf 100 °C bzv/. Inkubation im alkalischen pH-Bereich 
verursacht Aktivitatsverlust. Das pH-Optimum fiir die Inhibitor- 
aktivitat liegt bei pH 5,5. 
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Die quantitative Messung der Inhibitoraktivitat beruht auf 
der Bestimmung der Restaktivitat an im Inkubationsansatz im 
UberschuP befindlicher a-Amylase. a-Amylase- Aktivitat wird 
durch Messung der Zunahme reduzierender Endgruppen # die durch 
Hydrolyse loslicher Starke entstehen, bestinunt. Die Frei- 
setzung reduzierender Endgruppen wird mit Hilfe eines 
alkalischen Kupferreagenz in Modifikation einer von Nelson 
beschriebenen Methode kolorinetricch verfolgt. Mit bekannten 
Mengen eines reduzierenden Zuckers (Maltose) wird eine Eich- 
kurve aufgestellt, Eine Amylaseeinheit ist definiert als die 
Menge Enzym, die unter den angegebenen Testbedingungen 1 [aMol 
reduzierender Endgruppen pro Minute freisetzt. Eine Inhibitor- 
einheit ist definiert als die Menge Inhibitor, die eine Amylase- 
einheit vollstandig hemmt^ Da die vollstandige Hemmung asymptotisch 
erreicht wird, wird der Wert einer Inhibitoreinheit abgeleitet 
von jener Menge Inhibitor, die benotigt wird, urn die Aktivitat 
von 2 Amylaseeinheiten auf 1 Amylaseeinheit zu reduzieren, d. h* 
eine 50 %ige Hemmung von 2 Amylaseeinheiten verursacht. Zur 
Durchfiihrung des Tests werden geeignete Mengen an a-Amylase und 
Inhibitor, gelost in 0,5 ml 20 mM Tris/HCl-Puf f er pH 7 f O, der 
0,15 M an NaCl ist, bei 37 °C 10 Minuten inkubiert. Anschliepend 
wird als Subs tr at 0,5 ml einer vorgewarmten 1 %igen gepufferten 
Starkelosung (losliche Starke, Artikel 1253 der Firma Merck, 
Darmstadt) zugege'ben und 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die 
Inkubation wird durch Zugabe von 1 ml alkalischer Kupf ertartrat- 
losung beendet und 20 Minuten am siedenden V/asserbad erhitzt 
(Reagenz C der modifizierteh Methode zur Bestimmung reduzierender 
Endgruppen nach Robyt, J. F. und Whelan, W. J. in: Starch and its 
derivatives (Radley, J. A., Herausgeber) , Chapman & Hall, London 
1968, Nach dem Abkiihlen wird der Reaktionsmischung 0,5 ml Reagenz 
D zur Farbentwicklung zugesetzt. Die Extinktion bei 520 nm wird 
gegen eine Blindinkubation ohne a-Amylase gemessen. Erfolgt 
parallel die Inkubation identischer Mengen an a-Amylase mit und 
ohne Inhibitor, so kann die Auswertung der Resultate in der Form 
einer prozentualen Hemmung der eingesetzten Amylase erfolgen. 

Die Extraktion des erf indungsgemapen Inhibitors aus Bohnenmehl 
erfolgt erfindungsgemap mit 0,001 bis 0,02 N wassrigen Sauren, 
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vorzugsv/eise Mineralsauren, insbesondere Schwefelsaure. 

Dazu wird ein Gewichtsteil Bohnenmehl mit etwa 1,5-7 
Gewichtsteilen, vorzugsweise etwa 2-4 Gewichtsteilen des 
entsprechenden Extraktionsmediums versetzt, 1-2 Mlnuten 
homogenisiert und anschliePend 0,5-4 Stunden (vorzugs- 
weise 1-2 Stunden) bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) geriihrt. 
Danach wird der Ansatz filtriert oder 20 Minuten bei mindestens 
10 000 x g zentrifugiert* Der Ruckstand wird mit 1-2 Gewichts- 
teilen des Extraktionsmediums, wie oben beschrieben, reextrahiert 
und zentrifugiert bzw. filtriert. Die Cberstande bzw. Filtrate 
v/erden vereinigt. 

Die Isolierung des Inhibitors aus den jeweiligen Extraktions- 
lbsungen geschieht erf indungsgemap wie folgt; 

Die Extraktionslosung wird einer Hitzebehandlung bei 65 - 80 °C 
fiir 10-30 Minuten unterworfen. Nach der Hitzebehandlung wird 
erneut bei mindestens 10 000 x g zentrifugiert und der Uberstand 
in an sich ublicher Weise dialysiert. Besonders gunstig ist es, 
gegen etwa das dreifache Volumen an 0,02 M Tris/HCl-Puf fer bei 
pH 7,0 zu dialysieren. Die weitere Reinigung, kann, falls ge- 
wiinscht, durch Ammoniumsulfat-Fraktionierung erfolgen, wobei 
der Inhibitor zwischen 40 %iger und 65 %iger Sattigung an 
Ammoniumsulfat ausfallt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, 
in 0,02 M Tris/HCl-Puf fer gelost und gegen etwa das dreifache 
Volumen des Puffers dialysiert* Wenn gewiinscht, kann noch 
weiter gereinigt werden und zwar in ublicher Weise durch 
Chromatographic auf Molekularsieben, z # B. Polyacrylamidgelen 
(Acrylex P-100 der Firma Macherey & Nagel, Diiren) mit 0,02 M 
Tris/HCl-Puf fer als Elutionsmittel. Nach Vereinigung der 
Inhibitorfraktionen und Dialyse gegen vollentsalztes Wasser, 
wird der Inhibitor durch Lyophilisieren gewonnen. 

Die Amylasen aus Speichel und Pankreas von Saugetieren sind 
bekanntlich am Abbau der StSrke aus kohlenhydratreicher Nahrung 
beteiligt. Im Verdauungstrakt werden a-Glucane unter Beteiligung 
von Amylasen bis zu Glucose abgebaut und in dieser Form resorbiert. 
(alimentare Hyper glykamie ) . Aufgrund der Spezifitat des erfindungs- 
gemapen, nach obigen Methoden isolierten Inhibitors als Heramstoff 
der Amylasen aus Speichel und Pankreas, kann der Inhibitor den 
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Abbau der Starke aus kohlenhydratreichen Nahrungsmitteln ver- 
mindern. Der Inhibitor ist daher als Therapeutikum zur Be- 
handlung von Adiposltas, Aftherosklerose, Diabetes und Pre- 
diabetes geeignet. 

Fur die vorstehend angegebenen Verwendungen ist es in dor 
Regel ausreichend, den Inhibitor zu verv/enden, wie er nach 
der Hitzebehandlung erhalten v/ird, ohne ihn v/eiter aufzu- 
reinigen. Dazu wird der Inhibitor nach der Dialyse, die an 
die Hitzebehandlung anschliefJt, durch Lyophilisioren gev/onnen. 

Beispiel 1 

100 g grune Stangenbohnen ( Phaseolus vulgaris ) oder griine 
Duschbohnen (Phaseolus vulgaris ) vom ortlichen Markt v/erden 
in fliissiger Luft zerkleinert. Zur Extraction des Inhibitors 
wird mit 500 ml 0 # 1 K ITatriumacetatpuf fer pH 4,0 im Uixer 
homogenisiert und anschliePend 2 Stunden boi Ciimncrtoinperatur 
geruhrt. Nach Zentrif ugation (2C Ilinuten bei 20 000 g v/ird 
der Uberstand unter Ruhr en 15 Minuten auf 70 °C erhitzt. Durch 
nochmaliges Zentrif ugioron werden ausgefallene Proteine ent- 
fernt, der Uberstand v/ird 8 Stunden gegen fliependes ?/asser 
dialysiert und lyophilisiert oder weitcr gereinigt. 

Beispiel 2 

100 g handelsiibliche v/eifie "3ohnen ( Phaseolus vulgaris ) aus 
einem Supermarkt v/erden gemahlen und 2 Stunden mit 500 nil 
destilliertem Wasser geruhrt. Each doia iibzentrifugicren 
(20 Minuten, 20 OOO x g) v/ird der iliickstand erneut rnit 200 nil 
destilliertem Wasser geruhrt und v/ie zuvor zentrifugiert. Die 
beiden loslichen Extrakte v/erden vereinigt und 15 Minuten 
unter Riihren auf 80 °C erhitzt. Nach dcia Abkuhlen v/erden die 
denaturierten Proteine durch Zentrif ugation entfernt. Die 
Losung wird liber Nacft gcgen dcstilliertes v/asser dialysiert 
und anschliepend lyophilisert oder weiter gereinigt. 

Beispiel 3 

100 g rjohnenniehl ( Phaseolus vulgaris ) wird mit 300 .id oincr 
0,15 M JTaCl-Lcsung 3 Stunden bei Simnierterpcratur goruhrfc. 
Nach Zentrif ugation wird dr»r iv'icl cband nochioala wit der 
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gleichen Menge einer 0,15 M NaCl-Losung 1 Stunde geriihrt. 
Vom Unloslichen wird abzentrifugiert und die beiden Extrakte 
v/erdcn vcreinigt. Der Rohextrakt wird einer Hitzebehandlung 
unterv/orfen (15 Minuten 80 °C) und anschliepend zentrifugiert. 
Die Losung v/ird uber Nacht gegen Leitungswasser dialysiert, 
sodann lyophilisiert oder v/eiter gereinigt. 

Beispiel 4 

500 g gemahlene weipe 3ohnen ( Phaseolus vulgaris ) werden mit 
1 1 0,01 M wasseriger Schv/efelsaurelosung 2 Stunden geriihrt. 
Man zentrifugiert ab und v/iederholt die Extraktion auf die 
angegebene Weise. Die beiden Extrakte werden vereinigt, 15 
Minuten unter Riihren auf 70 °C erhitzt und anschliepend 30 Min. 
bei 10 000 x g zentrifugiert. Niederraolekulare Bestandteile 
im Uberstand werden durch Dialyse gegen das fiinffache Volumen 
an 0,02 M Tris/HCl-Puf f er pH 7,0 entfernt. Das Dialysat wird 
mit festem Ammoniumsulf at unter Riihren auf 40 ?*Lge Sattigung 
gebracht, wobei der pH-Wert 7,0 eingehalten wird. Nach 2 
Stunden v/ird der gebildete Niederschlag abzentrifugiert 
(20 Minuten 10 000 » g) und verworfen. Durch v/eitere Zugabe 
von festem Anunonsulfat wird die Sattigung auf 65 % erhoht. 
Nach 2 Stunden v/ird der Hiederschlag durch Zentrifugation 
gosanwelt, in 0,02 11 Tris/l-ICl-Puff er pH 7 gelost und gegen 
das zehnfache Volumen des gleichen Puffers dialysiert. Die 
v/eitere Reinigung des Inhibitors erfolgt durch Molekularsieb- 
chroroatographie an dexn Polyacrylamidgel Acrylex P 100. Als 
iilutionspuf for cient wiederum C,02 M Tris/HCl-Puf f er pH 7,0. 
Die Fraktionen mit Inhibitoraktiviti.lt werden vereinigt, gegen 
?7asser dialysiert und anschliepend lyophilisiert. 
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